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1.2 Augenentwicklung als zellbiologisches 
Modell für die Entwicklung des 
Zentralnervensystems
Die Retina ist nicht nur dazu geeignet, die visuelle Signaltransduktion zu untersuchen, 
sondern bietet als relativ klar strukturiertes und abgeschlossenes System des 
Zentralnervensystems die Möglichkeit, die Mechanismen neuronaler Zellen/Strukturen in 
Entwicklung und Funktion zu untersuchen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte 
cbl-Mutante weist starke Defekte in der Augenentwicklung auf und bietet sich daher für 
die Untersuchung der Neurogenese in der Retina an.
Abb. 3: Die Schichtung der Zebrafisch-Retina (aus Cayouette et al., 2006)
Die Retina des Zebrafischs besitzt die gleiche Schichtung und die gleichen Zelltypen wie 
die anderer Vertebraten. Sie besteht aus drei Schichten, in denen Zellkerne liegen, und 
zwei dazwischen liegenden plexiformen Schichten (Dowling, 1987). Die äußerste 
Zellschicht bilden die Fotorezeptoren (Abb. 3). Sie nehmen die optischen Reize auf und 
wandeln sie in elektrische Signale um. Die Fotorezeptor-Schicht (Abb. 3, Photoreceptor 
Layer, PRL) besteht aus Stäbchen für das Dämmerungssehen (Rods) und Zapfen für die 
Farbwahrnehmung (Cones). Ihre Axone leiten die Reize über die äußere Plexiforme 
Schicht (Outer Plexiform Layer, OPL) zur inneren Zellkernschicht (Abb. 3, Inner Nuclear 
Layer, INL) weiter, in der die Zellkörper der horizontalen, bipolaren und amakrinen 
Zellen liegen. Dort werden die Reize verarbeitet und über die innere Plexiforme Schicht 
(Inner Plexiform Layer, IPL) zur Ganglienzellschicht (Abb. 3, Ganglion Cell Layer, GCL) 
13

 
 J
 




  !
 =+
 
(
	

 
 
 1

 



K



G
+ !
4
0(0.

*






K
 
!

=



=
'
 




 )



  :E* 

 61!:;;I7 
!

 
   4*
  
  " (

	 	 
 

 


%


 
	
D
 
 )
 
 

 
 )

 !

 =



 

=
**
 6* 
7
*

 
   
 =
'
 

  (
	
   4




 
 
 
J
 	
 !
 =


  
>I *  

  


  

 '$

 .
 
  K


8
*
 6K87

 
 


.


  	


K


 61!:;;I7 .

.
*  

J


4

=


 
=
$


!

	

.




K
 !



*
(
	


@H* 



K

6) 
    :;<E7  !
 ?

 
 K



 
	  
9 
  
$
  

*  6#  
 :;;;7 )
@C* 
K


(
	
 
1
  
)I@I<1





D
	
*
*CH*

$ 
 ;H  
 )

 
 	

 K
 
 .
	- 


6 :;;;7  !
 4
0(0.

 
$ 

  
	
 
 .
	-
6,#>HH@7 
!




*
,
'



K
6



K87   !
 .


 
 	'  K K8 	

 
 80
D'	


 




 


 	 


 6=  I7  !

 %

  


 

 

6#-
)>HHH32

 >HHC3?

 >HHE7 
14
  
Abb.  4:  Interkinetische nukleare Migration (aus Poggi et al., 2005). Die Zellkerne der 
neuronalen Retina wandern während der G2-Phase zur apikalen Oberfläche der 
Retina, ziehen ihre Fortsätze ein und teilen sich dort während der Mitose (M). Danach 
bilden sie neue Fortsätze (G1-Phase). Postmitotische Zellen wie Retinale 
Ganglienzellen (RGC) wandern anschließend an ihren Bestimmungsort (G0-Phase).
Die postmitotischen Zellen benötigen unterschiedlich lange, bis sie ihre speziellen 
Merkmale ausgebildet haben und ausdifferenziert sind. Die Ganglienzellen scheinen sehr 
schnell zu spezifizieren, während bipolare Zellen erst eine Weile nach der letzten Mitose 
ihre Charakteristika ausgebildet haben (Alexiades und Cepko, 1997; Waid und McLoon, 
1998). Am Ende des dritten Tages sind alle Zelltypen vorhanden, in Schichten organisiert, 
die Photorezeptoren haben ihre äußeren Segmente gebildet und die Ganglienzellen 
enervieren das optische Tectum (Easter und Nicola, 1996).
Der Zebrafisch hat ein ausgeprägtes Farbensehen und seine Retina eine hohe Dichte an 
Stäbchen. Sie ist somit der menschlichen Retina ähnlicher als die der Nagetiere, deren 
Übergang zur nächtlichen Lebensweise sich auch genetisch widerspiegelt. So ist z. B. das 
retinale Guanylat-Zyklase aktivierende Protein GCAP3 bei Menschen und Zebrafischen 
in den Zapfen exprimiert, aber nicht bei Mäusen (Imanishi et al., 2002). Unterschiede 
bestehen allerdings in der Art der Zapfen. Während bei Menschen Rezeptoren für Blau, 
Grün und Rot vorhanden sind, hat der Zebrafisch zusätzlich UV-Rezeptoren (Larison 
und Bremiller, 1990).
Im Gegensatz zur neuronalen Retina der Menschen wächst sie bei Fischen ein Leben lang 
weiter. Im Randbereich der Retina, der an die Zonula ciliaris grenzt, der so genannten 
Ciliary Marginal Zone, (CMZ), laufen ständig Mitosen ab und Zellen wandern 
kontinuierlich in die verschiedenen Schichten der Retina ein (Marcus et al., 1999). Am 
äußeren Rand sitzen multipotente, retinale Stammzellen, die zur Retina hin Zellen 
abgeben, die sich weiter teilen. Diese schnell proliferierenden Vorläufer-Zellen verlieren 
15
ihr Potenzial schrittweise, verlassen schließlich den Zellzyklus und differenzieren zu den 
verschiedenen Zelltypen der Retina (Abb. 5).
Neueren Erkenntnissen zufolge haben auch Müller-Glia-Zellen neurogenetisches 
Potenzial (Bernardos et al., 2007). Ihre Zellkerne wandern zur apikalen Oberfläche und 
treten wieder in den Zellzyklus ein, wenn z. B. Photorezeptoren apoptotisch werden. 
  
Abb.  5:  Zellteilung in der Ciliary  Marginal Zone und Retinale Stammzellen (Nach 
(Wehman et al., 2005)). RSC: Retinale Stammzelle, PP: Pigmentierte Vorläuferzelle, 
RPE: Retinales Pigmentepithel, NSC: Neuronale Stammzelle, NP: Neuronale 
Vorläuferzelle, GC: Ganglienzelle, MG: Müller-Glia, PR: Photorezeptor. Erläuterungen 
im Text.
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Abb.  6:  Kreuzungsschema für positionales Klonieren (nur das betroffene Chromosom 
wird gezeigt). Erläuterungen siehe Text.
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Vergleichen werden Smc2, ScII, cut14 und XCAP-E als homolog angesehen, so wie auch 
Smc4, cut3 und XCAP-C.
Ebenso fanden sich Condensin-Komplexe in den Bakterien Bacillus subtilis  und Escherichia 
coli, in Pflanzen (Arabidopsis thaliana), bei Vögeln (Gallus gallus) und Menschen.
Abb.  7:  SMC-Protein-Komplexe in Eukaryoten und Bakterien. Die in Metazoen 
vorkommenden Condensin I und II besitzen die gleichen SMC-Untereinheiten, SMC2 
und SMC4, und unterschiedliche regulatorische Untereinheiten: eine Kleisin-
Untereinheit (CAP-H oder CAP-H2) und zwei HEAT-Untereinheiten (CAP-G und CAP-D2 
oder CAP-G2 und CAP-D3). Der eukaryotische Cohesin-Komplex besteht aus Smc1 
und Smc3, sowie Scc1 (Kleisin) und Scc3 (HEAT). Ein weiterer, noch nicht benannter, 
Komplex besteht aus einem Smc5-Smc6-Dimer und mindestens 4 verschiedenen nicht 
SMC-Untereinheiten (Nse1-4). Der bakterielle SMC-Komplex in B.subtilis besteht aus 
einem SMC-Homodimer und zwei regulatorischen Untereinheiten (ScpA und ScpB). 
(Hirano, 2006)
1.4.2 Die molekulare Architektur der Condensin-
Komplexe
Die beiden Condensin-Komplexe sind Pentamere aus zwei SMC- und drei nicht-SMC-
Untereinheiten (Abb. 7).
SMC-Proteine sind zwischen 1000 und 1500 Aminosäuren lang, besitzen globuläre 
Domänen an N- und C-Enden (Walker A und Walker B-Motive), verbunden durch lange 
Peptid-Stränge, und in der Mitte eine Gelenk-(Hinge)Region. Durch intramolekulare 
Dimerisation bilden die SMC-Untereinheiten eine antiparallele Coiled-Coil-Struktur, so 
dass die beiden Walker-Domänen zusammen eine funktionelle ATPase bilden, die 
strukturell der anderer ABC-ATPasen entspricht (Hopfner et al., 2000; Hopfner und 
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Abb.  10:  Die Mutante creature from the black lagoon zeigt eine Reduktion der 
Augengröße. A-D:  Lebende wt-Embryonen (A, C) und cbl-Embryonen (B, D) im Alter 
von fünf Tagen von der Seite (A, B) und im Alter von drei Tagen von dorsal (C, D). Die 
cbl-Mutante ist gekennzeichnet durch kleinere Augen und einen kleineren Kopf. E,  F: 
Transversale histologische Schnitte durch Augen, gefärbt mit Hämalaun und Eosin. 
Das wildtypische Auge (E) zeigt die charakteristische Schichtung mit Ganglion-Cell-
Layer (GCL), Inner Nuclear Layer (INL), Photorezeptorschicht (PRL), den beiden 
zwischen diesen Schichten liegenden plexiformen Schichten und dem retinalen 
Pigment Epithel (RPE). Rund um die Linse befindet sich die Ciliary  Marginal Zone 
(CMZ). Im mutanten Auge sind alle Schichten der neuronalen Retina stark reduziert 
und nur wenige klar erkennbare Zellen vorhanden, wie z. B. Ganglienzellen 
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(Abb. 13A, C, F und G). Die Injektion von zcap-d2-Morpholino erzeugt einen etwas 
schwächeren Phänotyp und ist erst bei 5¤dpf  deutlich zu sehen (Abb. 13D und E).
Um die Auswirkungen der MO-Injektion auf zellulärer Ebene zu untersuchen, wurden, 
DAPI-Färbungen der Augen angefertigt. Die mit zcap-d2- und zcap-h-MO injizierten 
Embryonen weisen stark kondensierte Zellkerne auf (Abb. 14 B und C), die mit zcap-g-
MO injizierten jedoch nur sehr wenige (Abb. 14A). Die Entwicklung der mit zcap-g-MO 
injizierten Embryonen scheint verzögert zu sein, da die Retina eher einer wt-Retina bei 24 
hpf  ähnelt (Abb. 14A, vgl. Abb. 27I).
Abb.  14:  DAPI-Färbungen von Retinae von mit verschiedenen Morpholino-
Oligonukleotiden injizierten Embryonen im Alter von 48 hpf. A:  zcap-g-Morpholino 
injiziert. B:  zcap-d2-Morpholino injiziert. C:  zcap-h-Morpholino injiziert. D:  wt-Retina 
Transversalschnitte, dorsal oben. Größenbalken 100μm.
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3.3 Phänotypische Charakterisierung
3.3.1 Expression von zcap-g
zcap-g ist in proliferierenden neuronalen Geweben exprimiert (Abb. 15A bis F). Im 20-
Somiten-Stadium, ca. 19¤hpf (Abb. 15A und B) und bei 24¤hpf (Abb. 15C und D) ist zcap-
g im Gehirn und dem Notochord exprimiert. Besonders deutlich ist in diesem Alter auch 
die Expression im Auge (Abb. 15C). Bei 36¤ hpf ist die Expression schon deutlich 
zurückgegangen, zeigt sich aber noch im Auge und vielen Teilen des Gehirns (Abb. 15E). 
Bei 36¤hpf ist zcap-g in Teilen des Gehirns wie Tectum (Tect) und Midbrain-Hindbrain-
Boundary (MHB) und spät proliferierenden neuronalen Geweben wie der Ohrenplakode 
(OP) exprimiert (Abb. 15F). Im Auge ist eine schwache Expression nur noch in der CMZ 
vorhanden. 
Abb.  15:  In situ-Hybridisierungen gegen zcap-g. A und B:  Embryonen im 20-Somiten-
Stadium, ca. 19hpf, C und D:  Embryonen im Alter von 24hpf, E:  Embryo im Alter von 
36 hpf, F:  Embryo im Alter von drei Tagen. A, C, E und F: Lateralansicht, anterior 
links, dorsal oben. B und D: Dorsalansicht, anterior links. Größenbalken 100 μm. 
Erläuterungen im Text.
Des Weiteren wurde ein Antikörper gegen das humane CAP-G im Zebrafish getestet, um 
die Expression und Lokalisation des Proteins bestimmen zu können. Dieser Antikörper 
zeigte aber weder in immuncytochemischen Färbungen an Augen noch im Western Blot 
eine Kreuzreaktion beim Zebrafisch.
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3.3.2 Die Expression von zcap-g korreliert mit dem 
Muster der Zellproliferation
Um die Expression von zcap-g in prolifierierenden Neuronen genauer zu untersuchen, 
wurden in situ-Hybridisierungen durchgeführt und mit der Expression von Zellzyklus-
Markern verglichen (Abb. 16). pcna (proliferating cell nuclear antigen) ist in 
proliferierenden Zellen exprimiert, die noch keine Differenzierung begonnen haben. ath5 
(Zebrafisch atonal) kennzeichnet Neuronen, die noch nicht vollständig differenziert sind 
und ist einer der ersten Marker für Neurogenese in der Fisch-Retina (Masai et al., 2000). 
Im Unterschied dazu ist elavl3 nur in voll ausdifferenzierten Neuronen exprimiert und 
dient als früher Marker für Neuronen in der Ganglienzellschicht und der inneren 
Kernschicht in der Retina (Ekstrom und Johansson, 2003; Kim et al., 1996).
Abb.  16:  Expression von zcap-g (A, B, C) im Vergleich mit Markern verschiedener 
Stadien der Neurogenese: pcna (D, E, F), ath5 (G, H, I), elavl3 (J, K, L). Lateralansicht, 
anterior links. Größenbalken 100μm.
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Bei 24¤hpf entspricht die Expression von zcap-g der von pcna und überlappt nur wenig mit 
der von elavl3 (Abb. 16A bis I). Die Expression von zcap-g ist demzufolge auf 
proliferierende Zellen des Nervensystems beschränkt und nimmt mit ihrer 
Differenzierung ab.
Auch in späteren Stadien (Abb. 17 A und D) entspricht die Expression von zcap-g der von 
pcna.
3.3.3 Die Neurogenese in cbl-Mutanten ist nicht 
verzögert
In cbl-Retinae findet die Differenzierung der unterschiedlichen Zelltypen statt. Um die 
Neurogenese genauer zu untersuchen, wurden in situ-Hybridisierungen mit Markern für 
verschiedene Stadien der Neurogenese in wt- und cbl-Embryonen durchgeführt.
Abb.  17:  Die Neurogenese in cbl-mutanten Retinae ist nicht verzögert. A,  E,  I: 
Expression von pcna in wt (A und I) und cbl (E). B,  F,  J:  Expression von ath5 in wt (B 
und J) und cbl (F). C,  G,  K,  H:  Expression von elavl3 in wt (C und K) und cbl (G und H). 
D und L: Expression von zcap-g in wt. A bis G: 3 dpf, H bis L: 5 dpf. A bis H, J und K: 
Dorsalansicht, anterior oben. I und L: Lateralansicht, anterior links. Größenbalken 
100μm. Erläuterungen im Text.
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Abb.  18:  Die Zahl der Zellen in der neuronalen Retina von cbl-Mutanten ist reduziert. 
A, B:  Mit DAPI gefärbte optische Schnitte durch Retinae von wt (A) und mutanten (B) 
Embryonen im Alter von 3dpf. C:  Mit verschiedenfarbigen Punkten markierte Zellen 
der verschiedenen Schichten der Retina aus (B). D:  Balkendiagramm der 
durchschnittlichen Anzahl der Zellkerne in 6 (wt) bzw. 9 (cbl) optischen Schnitten 
durch 3 dpf-Retinae: Ganglienzellschicht (GCL), Innere Zellkernschicht (INL), 
Photorezeptor-Schicht (PRL) Ciliary  Marginal Zone (CMZ) inklusive angrenzende 
Zellen, die nicht sicher einer Schicht zugeordnet werden können (N.D.), sowie der 
Gesamtzahl der Zellen pro Retina (). A-C: Transversale Vibratomschnitte, der 
Asterisk zeigt die CMZ, Größenbalken 100 μm. D: Die Fehlerbalken zeigen die 
Standard-Abweichung.
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äußeren Bereich der cbl-mutanten Retinae Photorezeptoren, welche morphologisch 
verändert und in der Anzahl reduziert sind (Abb. 19C und D).
Der Marker zfr-1 (ZIRC) bindet spezifisch an GFAP (glial fibrillary acidic protein), das 
von Müller-Glia-Zellen exprimiert wird (Marcus und Easter, 1995). In cbl-mutanten 
Retinae differenzieren sich diese Zellen aus und verlaufen wie in wt-Retinae radial (Abb. 
19E und F). 
Durch immunhistochemische Färbungen konnten Zelltyp-spezifische Marker sowohl in 
den sich zuerst differenzierenden Ganglienzellen als auch in den sich zuletzt 
differenzierenden Müller-Glia-Zellen, sowie in Photorezeptoren nachgewiesen werden. 
Somit weisen die Zellen der neuronalen Retina in cbl-Mutanten keine Differenzierungs-
defekte auf.
Abb.  19:  Die verschiedenen Zelltypen der neuronalen Retina werden in cbl-Mutanten 
gebildet und ausdifferenziert und lassen sich mit spezifischen Antikörpern 
nachweisen. A,  B:  wt (A) und cbl-Retinae (B) im Alter von 3 dpf, gefärbt mit DAPI 
(Zellkerne, blau) und zn-5 (Ganglienzellen und deren Fortsätze, rot). C,  D:  wt (C) und 
cbl-Retinae (D) im Alter von 3dpf, gefärbt mit DAPI und zpr-1 (Photorezeptoren, rot). 
Einfügungen: Vergrößerung einiger Photorezeptoren. E,  F:  wt (E) und cbl-Retinae (F) 
im Alter von 3 dpf, gefärbt mit DAPI und und zrf-1 (Müller-Glia, rot). Transversale 
Vibratomschnitte, dorsal oben. Größenbalken 100μm.
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Abb.  20:  In cbl-Mutanten ist Apoptose in Zellen der Augen und anderen Geweben des 
zentralen Nervensystems aktiviert. A,  B:  Acridine Orange Färbung an lebenden 
Embryonen im Alter von 48 hpf, Seitenansicht des Auges. C:  Balkendiagramm mit 
Anzahl der Embryonen eines Geleges im Alter von 48hpf nach Anzahl mit Acridine 
Orange gefärbten Zellen pro Auge. D:  SSLP-Analyse der Embryonen des selben 
Geleges mit dem Marker zC209P5a Die PCR-Produkte der DNA der Embryonen mit 
gefärbten Zellen im Auge (Banden 1 bis 11) weisen nur die größere TüLF-Bande, 
Embryonen ohne gefärbte Zellen in den Augen (Banden 12 bis 35) nur WIK-Banden 
oder WIK- und TüLF-Banden auf. E,  F:  DAPI-Färbung an sagittalen Vibratomschnitten 
von 40hpf Embryonen. Die cbl-Mutanten (F) haben sowohl im Auge (Pfeil) als auch in 
anderen Teilen des zentralen Nervensystems (Pfeilspitzen) stark gefärbte, kreisrunde 
DNA-Strukturen, die auf Apoptose schließen lassen. G,  H:  TUNEL-Färbung an 
transversalen Gefrierschnitten von 60 hpf alten Embryonen. Die cbl-Mutanten (H) 
haben Apoptose im Auge (Pfeil) und im ZNS (Pfeilspitzen). 
I,  J:  Antikörper-Färbungen mit -active Caspase 3 (rot) an transversalen 
Vibratomschnitten durch Retinae von 48 hpf alten Embryonen, mit DAPI (blau) 
gegengefärbt. A, B: Seitenansicht, dorsal oben, anterior rechts, C, D: Sagittalschnitte, 
dorsal oben, anterior rechts. G, H, I, J: Transversalschnitte, dorsal oben. 
Größenbalken 100μm.
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Abb.  21:  Acridine Orange-Färbungen an lebenden Embryonen verschiedenen Alters 
zeigen Apoptose im zentralen Nervensystem von cbl-Mutanten. A:  cbl-Embryonen im 
Alter von 28 hpf. Die Apoptose in der Nasenplakode (Asterisk) tritt in diesem und 
späteren Stadien auch in Wildtypen auf. B,  C:  Embryonen im Alter von 36hpf. D-G: 
Embryonen im Alter von 48 hpf H-M:  Embryonen im Alter von 3 dpf. a Auge, c 
Cerebellum, d Dienzephalon, m Mesenzephalon, r Rhombomere des Myelenzephalon. 
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Abb.  22:  Analyse der Morphologie der Zellkerne in der neuronalen Retina bei 42hpf. 
A-D:  Lokalisation der Apoptose innerhalb eines Auges. Schnittebenen von distal (A) 
über mittig (C) nach proximal (D). E-G:  Lokalisation von Zellen verschiedener Stadien 
in mutanten (E und F) und wt-Retinae (G). H-Y:  Morphologie der Zellkerne in cbl-
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Abb.  23:  Untersuchung von Retinae auf Chromatin-Brücken in der Anaphase im Alter 
von 40hpf. A und B: Beispiele für optische Schnitte von wt- (A) und cbl-Retinae (B), 
die ausgezählt wurden. Die Pfeilspitzen deuten auf Zellen in der Anaphase. C und D: 
Auswertung der Zählungen. Erläuterungen im Text. Größenbalken 100μm. 
3.3.11 Die Zellkerne der cbl-mutanten Retina sind 
vergrößert
Für eine weitere Analyse der Vorgänge in den Zellen vor der Aktivierung der Apoptose 
wurden die Zellkerne in Retinae im Alter von 42¤hpf vermessen. Dazu wurden Einzel-
Bilder aus Confocal-Scans vergleichbarer Augen-Abschnitte (Größe der Linse, gleicher 
Winkel, gleicher Augen-Ausschnitt, gleiche Mikroskop-Einstellungen), gefärbt mit DAPI, 
ausgewählt (Abb. 24A und B).
Es wurden jeweils 4 Bilder von Wildtypen bzw. cbl-Mutanten zunächst mit Adobe 
Photoshop vorbereitet und dann mit ImageJ vermessen. Die Bilder wurden in Photoshop 
im RGB-Modus mit einer Einstellungs-(Adjustment-)Ebene versehen und im 
Histogramm wurde der Tonwert auf einen Bereich von ca. 5-200 eingestellt. Mit dem 
Filter “Smart Sharpen” wurde die Linsen-Unschärfe (“Lens Blur”, Radius 2,0 Pixel, 
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Abb. 24: Messung der Zellkerngröße in wt- und cbl-Retina-Schnitten bei 42hpf. 
A-F:  Prozessierung der optischen Schnitte für die Messung der Zellkerne mit ImageJ. 
G-L:  Grafische Darstellung der Messergebnisse. G: Gesamtzahl der Zellkerne in allen 
gezählten Retina-Schnitten, H: Durchschnittliche Größe der Zellkerne in Pixeln in allen 
gemessenen Retina-Schnitten, I: Größenverteilung der Zellkerne absolut, J: 
Größenverteilung der Zellkerne in Prozent, K: Verteilung der Größe der Zellkerne bei 
wt (links) und cbl (rechts), L: Größenverteilung der Zellkerne bei 42 hpf (blau) 
verglichen mit der eines wt-Retina-Schnittes bei 40hpf (rot). Größenbalken in Bildern 
100μm. Alle Größenangaben der Messungen in Pixeln.
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3.3.12 Im Knorpelgewebe treten in cbl-Mutanten größere 
Zellen auf
Auf Grund der Vermutung, dass Zellteilungen in cbl-Embryonen zum Teil nicht beendet 
werden, wurden Färbungen mit Alcian Blue, das spezifisch Chondrozyten färbt, 
durchgeführt (Abb. 25). In 5dpf-cbl-Embryonen sind Mandibular-, Hyoid- und 
Kiemenbögen ausgebildet (Abb. 25B). Allerdings sind einige Chondrozyten im Vergleich 
zum Wildtyp vergrößert (Abb. 25D, Pfeil). 
Ähnliche Defekte wurden in Embryonen, in denen ubc9 ausgeschaltet wurde, beobachtet 
(Nowak und Hammerschmidt, 2006). Durch Knockdown von ubc9 treten Defekte in der 
Teilung von Chondrozyten und eine Akkumulation von aneuploiden Zellen auf.
Für die cbl-Mutante könnte dieses Ergebnis einen Defekt auch in nicht neuronalen Zellen 
bedeuten.
Abb.  25:  Chondrozyten in cbl-Mutanten sind vergrößert. Alcian Blue Färbung an wt- (A 
und C) und cbl-Embryonen (B und D) an Tag 5. C, D: Vergrößerungen von anterioren 
Bereichen (Mandibularbögen). bb Branchialbögen, bh Basihyale, ch Ceratohyale, hs 
“Hyosymplectic”, mk Meckelscher Knorpel (Mandibulare), pq Palatoquadratum (mk 
und pq: Mandibularbogen, bb, bh, ch: Hyoid-(Zungenbein-)Bogen. Ventralansichten, 
anterior oben. Größenbalken 100μm.
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Abb.  26:  Mitotischer Index. A: Lateralschnitt einer cbl-Retina, vorbereitet zum 
Auszählen der Zellkerne in den verschiedenen Phasen mit ImageJ. B: Dieselbe Retina, 
Zellkerne mit ImageJ markiert und gezählt. C: Fenster in ImageJ, mit Auszählung der 
Zellkerne einer Retina. D-G: Auswertung der Zählungen für Retinae im Alter von 40 
und 42hpf. Erläuterungen im Text. Größenbalken 100μm.
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Abb.  27:  In cbl-mutanten Retinae treten mitotische Zellen in die Apoptose ein, ohne 
den Zellzyklus anzuhalten. A und B:  Expression von PH3 in wt (A) und cbl (B) bei 
48hpf. C:  Grafische Darstellung der durchschnittlichen Anzahl PH3-positiver Zellen 
pro Retina-Schnitt. D bis I:  Färbung von PH3 (grün), TUNEL (rot) und DAPI (blau) in 
einer cbl-Retina (D bis G) und einer wt-Retina (H und I) bei 24 hpf. J und K:  BrdU-
Färbung bei 36 hpf nach einer zweistündigen Inkubation bei wt (J) und cbl (K). 
Erläuterungen im Text. gestrichelte Linie: Lage der Linse. Transversalschnitte, dorsal 
oben. Größenbalken 100μm.
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Zebrafisch nicht kreuzreagiert, können weitere Studien mit HA-markiertem Protein 
(durch Injektion HA-markierter RNA) die gewünschte Information liefern.
Die in cbl-Mutanten beobachteten größeren und abnorm geformten Zellkerne könnten 
aneuploid und ein Resultat der Segregations-Defekte sein. Auf Grund unvollständiger 
Trennung der Chromosomen während der Anaphase könnten die Chromosomen 
entweder ungleichmäßig auf die Tochterzellen verteilt worden sein oder die Zellteilung 
wurde nicht beendet und es blieb eine polyploide Zelle zurück. Segregations-Fehler wie 
die hier beobachteten Chromosomen-Brücken, können zu pathologischen Schäden im 
Genom führen, wie sie z. B. in vielen Krebszellen auftreten (Jallepalli und Lengauer, 
2001). Zu diesen Schäden gehören chromosomale Instabilität und aneuploide Zellkerne.
   
   
Abb.  29:  Lokalisation der Cohesin-Komponente RAD21 und CAP-H (Condensin) 
während der Mitose auf auseinanderweichenden Schwesterchromatiden, aus (Viera et 
al., 2007). Kinetochore oben und unten, Telomere links und rechts.
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